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4 RICERCHE SULLE ECTOMICORRIZE DI « PINUS STROBUS » IN VIVAIO 


III. Micorrize di « Tuber albidum » Pico 


RESEARCHES ON ECTOMYCORRHIZAE OF « PINUS STROBUS » IN NURSERIES 


III. Mycorrhizae of « Tuber albidum » Pico 


Summary 


cai : The authors describe and illustrate a form of Ectomycorrhiza largely widespread on 
Pinus Strobus and Pinus excelsa in a Piedmont nursery. They demonstrate that the sym- 
biotic fungal species is Tuber albidum Pico with several observations, that are discussed 
in this paper, and also with the ultrastructural analysis of the septa found in the Hartig net 
of the Ectomycorrhiza. 


2 Nell’ autunno del 1967 nell’ azienda « Spazzacamini » di Prato Sesia (Novara), 


! Specie gentilmente determinata dal Prof. Arturo Ceruti. 

~ Lavoro n. 93 della Sezione I del Centro di Studio per la Micologia del Terreno del 
S. N. R., diretto dal prof. Arturo Ceruti in collaborazione con l’Istituto Nazionale per 
E iante da Legno « Giacomo Piccarolo » di Torino. 
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(Fassi e De VeccHI, 1962; Fassi e FONTANA, 1966), concentrò la nostra at- 
tenzione su una forma di micorrize, abbondantemente rappresentata nel mate- 
riale in esame e macroscopicamente assimilabile a quella descritta nel primo dei 
lavori citati come « micorrize setolose o con peli rigidi ». Per accertare se que- 
sta forma di micorrize potesse essere attribuita a Tuber albidum si è in prim: 
luogo seguito il metodo di PEYRONEL (1920), osservando la morfologia dei cor; 

fruttiferi e delle micorrize. Infine, onde cenfermare la reale appartenenza di 

fungo simbionte al taxon degli Ascomiceti, si è analizzata l’ultrastruttura del 
l'apparato del setto, adottandola come criterio distintivo tra Ascomiceti e Basi- 
diomiceti in accordo con Moore e Mc ALEAR (1962). 


MATERIALI E METODI 


Campioni di micorrize, previo prolungato lavaggio in acqua corrente sono stati utilizzat 
dopo l’analisi morfologica al binoculare, per lo studio microscopico. A questo fine il mat 
riale è stato fissato per 36-38 h in alcool etilico — formolo-acido acetico, quindi sezionato al 
microtomo congelatore CAMBRIDGE a 8-10 » di spessore. Parte delle sezioni sono state mon- 
tate in lattofenolo, parte colorate con blu lattico, per la differenziazione delle ife fungine, 
o con soluzione di Lugol, per accertare la presenza di riserve di amido nel cilindro centrale. 

Per l’analisi ultrastrutturale si è operato su materiale appena raccolto. Giovani micor- 
rize, dopo breve lavaggio in tampone fosfato di Sorensen 0,05 M pH 6,2, sono state fram- 
mentate nel fissativo e quindi fissate in glutaraldeide 2,596 in tampone fosfato come sopra 
per 24h a 4°C (e postfissate in OsO, 1% nello stesso tampone per 2h a 4°C) oppure in 
KMnO, al 2% in HLO per 5h a 4°C. 

I campioni, disidratati in acetone ed inclusi in Durcupan ACM, sono stati sezionati : 
500 A® coll’ultramicrotomo SorvaLi MT 2. 

Le sezioni, dopo contrasto con acetato d’uranile e citrato di piombo secondo REYNOLDS, 
sono state osservate e fotografate utilizzando i microscopi elettronici Siemens UM 100 KV 
ed ELMISKOP II. 

Onde ottenere materiale di confronto per la dimostrazione di un tipico setto di Basi- 
diomicete si sono utilizzati campioni di Agaricus campester var. bisporus, a disposizione 
comunemente dei nostri Laboratori, trattati colle stesse recniche di cui sopra. 


DESCRIZIONE 


Le micorrize si presentano ad occhio nudo liscie, rigonfie, biforcate o raccolte, 
per l’intensa dicotomia, in intricati coralli (fig. 1). Al binoculare appaiono irte 
di spinule o setole, assai fitte in prossimità dell’apice e meno via via che ci si 
allontana da esso. Le setole, osservate al microscopio, risultano ialine, appuntite 
e unisettate, di lunghezza variabile tra 75 e 80 » (fig. 4). 

La micoclena, spessa (30-40) e di tipo pseudoparenchimatico, è costituita 
di 4-5 strati di grosse pseudocellule rigonfie a barilotto nella fase giovanile ed 
in seguito compresse a mattonella. Con l'invecchiamento le loro pareti si impre 
gnano progressivamente di una sostanza gialla che conferisce a tutta la mico- 
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Fig. | - Aspetto di una micorriza di Tuber albidum Pico su Pino strobo., 
Fig. 2 . Sezione trasversale di micorriza (175 ~ ). Visione d'insieme. Sono evidenti la mi- 
coclena spessa e le setole. 
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clena, e quindi all'intera micorriza, una colorazione ambra-chiaro virante poi 
su toni più scuri. 

Il reticolo di Hartig, sottile, ma ben differenziato, avvolge le cellule epider- 
miche ed i primi 2-3 strati di cellule corticali; le prime, schiacciate, si presentano 
ripiene di una sostanza gialla amorfa, le seconde, turgide ed incolori, mostrano 
un grosso nucleo addossato generalmente alla parete. Le cellule dell’endodermide 
in relazione allo stadio di sviluppo della radichetta, appaiono sotto molteplici 
aspetti: da prima turgide ed incolori, poi schiacciate e quindi con colorazione 
giallina. Nelle cellule del cilindro centrale si notano infine riserve di amido di 
variabile entità (fig. 2). 

L’identità della morfologia microscopica tra la forma di micorrize da noi 
descritta e quella « setolosa o con peli rigidi » a fungo simbionte ignoto di 
Fassi e DE VeccHI (1962) risulta ben evidente dal confronto delle due descri- 
zioni. È pure interessante osservare che gli Autori citati durante la descrizione 
di tale forma di micorriza ne sottolineavano la notevole affinità con quella pro- 
dotta da Tuber maculatum Vitt. Detta specie d’altronde, a termine di prove 
di inoculazione artificiale su Pino strobo recentemente condotte (Fassi e Fon- 
TANA, 1967), ha riprodotto in vaso micorrize molto simili alle nostre, provvi- 
ste talora delle caratteristiche spinule. Inoltre anche sul periderma di giovani 
esemplari di T. albidum sono presenti spinule del tutto simili a quelle da noi 
osservate nelle micorrize (TRAPPE, 1967). Onde stabilire se la forma di mi- 
corriza da noi descritta possa essere correlata colla presenza dei corpi fruttiferi 
di Tuber albidum abbiamo pensato di completare questa descrizione con un’in- 
dagine sull’ultrastruttura dei setti nelle ife del reticolo di HARTIG. È infatti 
dimostrata a questo livello una differenza morfologica tra Ascomiceti e Basidio- 
miceti, documentata per la prima volta da Moore e Mc ALEAR (1962) che 
assume, per la sua costanza ed uniformità, un valore sistematico, nella distin- 
zione tra i due taxa, pari a quello della presenza del basidio o dell’asco (Moore, 
1965). Tale considerazione diventa nel nostro caso particolarmente significativa 
poiché tra gli Ascomiceti, secondo quanto è attualmente noto, solo le Tuberales 
e le Elaphomycetales contraggono simbiosi micorrizica. 

Effettivamente l’analisi morfologica, condotta al Microscopio Elettronico, ha 
portato a riconoscere nel reticolo di Hartig della micorriza studiata un setto 
del tipo Ascomicete, perfettamente analogo a quello di Mollisia (MOORE et al. 
1962) (figg. 6, 7). Il poro settale è una semplice perforazione rivestita dal 
plasmalemma e non accompagnata da rigonfiamenti del setto (septal swelling 
degli Anglosassoni) e da parentesomi. Adiacente al poro si ritrova materiale 
denso agli elettroni risolvibile parzialmente in membrane e vescicole. In vici- 
nanza della parete traversa è distinguibile un lomasoma. La notevole differenza 
tra questo piano di struttura e quello di un apparato settale di basidiomicete è 
evidente confrontando l’ultrastruttura del setto nell’ifa micorrizica di Tuber 
albidum e nell’ifa di Agaricus campester Fr. var. bisporus (fig. 5). L'apparato 
settale di quest’ultimo si presenta infatti costituito di un setto traverso, rive- 
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Fig. 3 - Sezione trasversale di micorriza di Tuber albidum. (400 + ). Particolare 


Fig. 4 - Sezione trasversale di micorriza di Tuber albidum (1250 +). Tipica setola uniset 
tata (spinula) 
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Fig. 5 - Aspetto tipico di un setto di Basidiomicete (ifa del carpoforo di Agaricus campeste? 
var. bisporus). Fissazione in KMnO; non contrastato ( x 32.000). L'apparato del setto è costi 
tuito da un doliporo, occluso da una massa manganolila, delimitata dai « rigonfiamenti del 
setto » (asterisco) e circondato da parentesomi (p) che presentano evidenti pori. AI di sopra 
del parentesoma è presente reticolo endoplasmatico (re) orientato parallelamente ad esso 
Ben evidente il setto trasverso (st). 


Fig, 6 - Seto di un'ifa reticolo di Hartig, in una Micorriza di Tuber albidum in Pinus 
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tito dal plasmalemma, interrotto a livello del poro settale, che è occluso da una 
massa di materiale manganofilo: il plasmalemma nella zona adiacente al poro 
de termina la formazione di due sacche (« rigonfiamenti del setto »); tutto il 


Eomplesso è è ravvolto da parentesomi in cui sono ben evidenti i pori. 


E CONSIDERAZIONI E CONCLUSIONI 


f Il ritrovamento di numerosi corpi fruttiferi di Tuber albidum in un pian- 
tonaio di Pinus strobus e di Pinus excelsa ci ha indotto a compiere una serie 
di osservazioni onde accertare se, dall’esame delle loro radici, si potesse eviden- 
zia ire una forma micorrizica a simbionte ignoto da porre in relazione alla pre- 
Senza dei carpofori. Applicando il metodo dell’indagine diretta in situ (PEYRO- 
NE aL, 1920) abbiamo identificato una forma di micorriza molto simile a quella 
che Fas si e DE VeccHI (1962) descrivevano, senza poter stabilire l’identità del 

Fu ngo simbionte, come « setolosa o con peli rigidi ». 

A ionclustase delle nostre ricerche pensiamo di poter correlare tale forma 
di micorriza con i corpi fruttiferi ritrovati, e attribuirla a Tuber albidum in 
seg ito alle seguenti considerazioni: 
© 1) La micorriza in causa, a fungo simbionte ignoto, è abbondantemente 
diffusa sulle radici dei Pini in concomitanza coi corpi fruttiferi di Tuber albidum. 
| 2) Sulle stesse radici non si sono osservate altre forme di micorrize a 
lingo simbionte ignoto e a diffusione tale da giustificare la copiosa distribu- 
zione di carpofori. 

3) Tra la forma di micorriza ritrovata e quella prodotta sul Pino strobo 

fr uber maculatum Vitt. (specie assai affine al Tuber albidum) descritta da 

SSI e DE Vecchi (1962) e recentemente ottenuta mediante inoculazione ar- 
iciale (FassI e FONTANA, 1967) esiste una notevole affinità morfologica. 

È 4) Sulle nostre micorrize sono abbondanti spinule identiche a quelle vi- 

sibili sul periderma di giovani carpofori di Tuber albidum. 

* 5) L'analisi ultrastrutturale dell’apparato del setto nelle ife del reticolo 
i E ARTIG dimostra che il fungo simbionte della nostra micorriza appartiene 
Sicuramente agli Ascomiceti, e più precisamente, secondo le attuali conoscenze 
sull’argomento, alle Tuberales, o alle Elaphomycetales. Di queste ultime tuttavia 
dell'Azienda non sono mai stati rinvenuti corpi fruttiferi. 
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ti Fobus. Fissazione in Glutaraldeide — Osmio. Contrasto con Acetato d’uranile — Citrato 
di Piombo ( x 24.000). L’aspetto del setto è quello tipico degli Ascomiceti. Il setto traverso 
{attraversato dal poro settale, ma sono assenti sia il « rigonfiamento del setto » che i paren- 
A X omi. Nell’ifa sono evidenti lomasomi (1) ed un ampio vacuolo (va). 
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Possiamo quindi affermare che Tuber albidum contrae colle radici di Pinus 
strobus e di Pinus excelsa rapporti di simbiosi producendo in vivaio abbon- 
danti e caratteristiche micorrize. Esse in alcuni casi possono già essere presenti 
su semenzali alla prima stagione di vita e si ripresentano in piantonaio in diverse 
località. Il fungo però forma fruttificazioni solo quando le piante hanno rag- 
giunto una determinata soglia di maturità: nel nostro caso la loro prolungata 
permanenza in piantonaio (quattro anni anziché tre come previsto dal normale 
ciclo culturale) ha fortuitamente permesso al simbionte di raggiungere uno svi- 
luppo sufficiente per un’abbondante fruttificazione. 

Sono attualmente in corso prove di inoculazione artificiale con cultura pura 
di micelio e con carpofori di Tuber albidum su giovani esemplari di Pinus strobus 
allo scopo di riprodurre sperimentalmente le Micorrize descritte. 
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